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緒言 
日本は超高齢社会に突入し，それに伴って悪性腫瘍や骨粗鬆症の罹患患者数は増加
し続けている。近年，悪性腫瘍に伴う高カルシウム血症，骨転移，あるいは骨粗鬆症
に対する第一選択の治療薬としてビスフォスフォネート製剤（BP）が多くの患者に投
与されている 1)。BPは，生理的な石灰化抑制物質であるピロリン酸の P-O-P構造を，
安定した P-C-P構造に変換したものの総称であり，側鎖構造の違いによって第一世代
から第三世代までが合成されている。窒素を含まないものを第一世代，窒素を含み官
能基を有するものを第二世代，窒素を含み環状構造を有するものを第三世代と分類し，
経口または静脈内投与される。BP は，骨のハイドロキシアパタイトと強い親和性を
持ち，骨組織に沈着する。そして，骨吸収の過程で破骨細胞に取り込まれてメバロン
酸代謝経路を阻害することで，破骨細胞のアポトーシスを誘導し，骨吸収機能を停止
させて骨吸収抑制作用を発揮することが知られている。特に，第三世代の BPにおけ
る骨吸収抑制作用は，第一世代の BPにおける骨吸収抑制作用の約１万倍と言われて
いる 2)。 
しかし，BP を投与された患者に抜歯等の侵襲的歯科処置を行った後に顎骨壊死が
発生することが相次いで報告されており，BP と顎骨壊死の関連が示唆されるように
なった。Marx3)が，ビスフォスフォネート関連性顎骨壊死（Bisphosphonate-Related 
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Osteonecrosis of the Jaw：BRONJ）を 2003年に報告して以降，BRONJに関する多くの
論文が発表されているものの，その発症機序は未だに不明な点が多く，予防法や治療
法が十分に確立されていないために，医師，歯科医師，そして患者の間に混乱を招い
ているのが現状である。 
BP が生体に及ぼす影響としては，上記の破骨細胞の活性抑制に加えて，口腔内細
菌量の増加，血管新生の抑制と血管閉塞による骨内での血流低下，上皮細胞の増殖と
遊走の抑制，免疫機能の低下などが報告されている 4)。特に，破骨細胞の活性抑制は
骨の代謝不全を招くと考えられている 5)。骨代謝は破骨細胞による骨吸収と，骨芽細
胞による骨新生の調和によって保たれており，多くの生理活性物質を介して厳密に制
御されている。その一つとして，骨芽細胞上に発現する receptor activator of nuclear 
factor-kappa B ligand（RANKL）がある。RANKLは破骨細胞前駆細胞に存在する RANK
受容体と cell-cell コンタクトを行い，RANK-RANKL 結合を形成する。そして，破骨
細胞への分化と骨吸収活性に必要なシグナル伝達経路を活性化し，骨芽細胞から破骨
細胞へ作用するカップリング機構として働いている 6)。一方で，破骨細胞から骨芽細
胞へ作用するカップリング機構には transforming growth factor-β1（TGF-β1）が関与す
ると考えられている。TGF-β1 は細胞増殖，細胞分化，そして細胞死などの幅広い生
理活性を有するサイトカインであり，骨芽細胞表層に存在する TGF-β受容体を介して
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Smad（ショウジョウバエで発見された mothers against Dpp（Mad）のホモログ）を活
性化して，そのシグナルを細胞内に伝達する。その過程でリン酸化された Smad2 は
Smad4と複合体を形成することで核内に移行し，転写共役因子を介して標的遺伝子の
発現を制御する 7)。Tangら 8)は TGF-β1ノックアウトマウスを用いた研究で，活性化
した破骨細胞による骨吸収が，骨基質内に多量に含まれる TGF-β1を骨外に放出して，
骨吸収部位への前駆骨芽細胞の遊走と増殖を促し，骨吸収部位で骨が新生されると報
告している。したがって，BP の強力な骨吸収抑制作用は歯槽骨の新生への機転を阻
害し，結果として引き起こされる慢性的な骨代謝不全によって BRONJ が発症すると
推測されている。 
また，BRONJ が顎骨にのみ発症する原因の一つとして，歯周病をはじめとする口
腔内の感染源に起因した炎症の波及が考えられる 5) 。歯周病はプラーク中の口腔内細
菌によって歯周組織に生じる炎症性破壊性疾患であり，日本における歯周病の有病率
は他の疾患に類をみないほど高く，歯の喪失原因の一位に挙がる口腔疾患である 9)。
BRONJを発症した 50名の患者の内，30名（60%）が歯周病に罹患していたという報
告がある 10)。さらに，口腔内細菌の量を減少させることで BRONJの発症率が低下す
るというデータが蓄積されてきている 11)。しかし，歯周病と BRONJ発症との因果関
係を示す分子生物学的なメカニズムや， BPが歯周組織の骨代謝に及ぼす影響を調べ
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た報告はない。また，BP は歯周炎において，複数の因子に作用することで複合的も
しくは相乗的に BRONJ を発症させていると考えられる。よって，細菌感染に起因し
た歯周炎における炎症と骨代謝は，いずれも BRONJ の発症と強い関連があり，歯周
病患者における BRONJ発症の病態解明と治療方法の確立には in vivo歯周炎モデルで
の検討が必須であると考えた。 
近年，組織中の炎症マーカーをはじめとした様々な分子マーカーの微細な動態を検
出する方法として，分子イメージングが注目されている。分子イメージングとは特異
的な分子マーカーを，標識されたプローブを用いて検出することによって，生体内で
おこる様々な生体現象を外部から分子レベルで画像化する技術であり，悪性腫瘍やリ
ウマチ性疾患の分野において分子挙動状況を視覚化することで病態の理解に貢献して
いる 12)。この技術を歯周組織の炎症と BRONJ 発症に関連する病態解析に応用できる
と考えられるが，分子イメージング解析による歯周組織の微細な炎症性変化の検出系
は未だ確立されていない。この課題を解決すると，歯周炎モデルマウスにおける歯周
組織の炎症性変化を，従来の computed tomography（CT）解析や病理組織学的解析に加
えて，炎症マーカーや硬組織マーカーを標的とした分子イメージング解析を重ね合わ
せることで，一層理解しやすくなると考えられる。 
本研究では，歯周組織の状態を分子イメージング解析できるモデルを完成させ，そ
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れを用いて歯周炎における BRONJ 発症の病態を明らかにすることを目的とした。そ
のために，第三世代の BP であるゾレドロン酸を投与した歯周炎モデルマウスの歯周
組織において，炎症および骨新生に特異的な分子マーカーを用いた分子イメージング
解析と，骨新生に関わる TGF-βシグナルの発現を調べるために病理組織学的な解析を
行った。 
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材料と方法 
1. 歯周炎モデルマウスの作製 
歯周炎モデルマウスは 10週齢の C57BL/6野生型雌性マウス（平均体重 25 g：日
本クレア株式会社，東京）を使用し，Abeら 15)の方法を一部改変して作製した。生
理食塩水で 1：10の濃度に希釈したペントバルビタール（ソムノペンチル：共立製
薬，東京）をマウスの腹腔内に 0.1 ml/gの割合で投与して全身麻酔を行った後，双
眼顕微鏡（10 倍率：菊池光学，長野）を用いて上顎左側第 2 大臼歯頚部に 6−0 絹
糸を結紮した。歯周病原細菌である Porphyromonas gingivalis W83株（膿瘍形成株：
ATCC，BAA-308）を 37 ˚Cで嫌気培養し，OD値を 0.6から 0.8に調整した菌液を
絹糸に浸透させ，1週間後に再度菌液を絹糸に浸透させて歯周炎モデルマウスを作
製した。その後，歯周炎モデルマウスを，① 飲料水として滅菌水を 2 週間自由に
摂取させた群（歯周炎群），② 抗炎症作用を有するグリチルリチン酸（Tokyo 
Chemical Industry，東京）を滅菌水に希釈（0.16 g/l：ヒト一日摂取許容量をマウス
体重で換算）し，2週間自由に摂取させた群（グリチルリチン酸投与群），そして③ 
飲料水として滅菌水を 2週間自由に摂取させ，ゾレドロン酸水和物（Tokyo Chemical 
Industry）を生理食塩水に希釈したもの（2 µg/100 µl：がん患者投与量をマウス体重
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で換算）を 1週間に 3回腹腔投与した群（ゾレドロン酸投与群）の 3群に分類して
以後の実験を行った。マウスは室温 22~24 ˚C，人工照明 6:00~18:00に設定された岡
山大学歯学部動物実験施設で飼育した。絹糸の結紮から 2週間後に，ジエチルエー
テルを吸入麻酔薬として使用して安楽死させ，上顎骨を摘出した。すべての動物実
験は，岡山大学動物実験委員会承認（OKU-2014459）の下で実施した。  
2. P. gingivalis に対する血清 IgG 抗体価の測定 
歯周炎モデルマウスを作製した 2週間後に，ペントバルビタールの腹腔投与によ
る全身麻酔を行った後，歯周炎群とグリチルリチン酸投与群の眼下窩静脈叢から血
液を 1 ml採取した。そして，血清中の P. gingivalisに対する血清 IgG抗体価の測定
を既報に従って行った 16)。すなわち，採取した血液を遠心分離（4 ˚C，3000 rpm，5
分）し，得られた血清を 0.05 %モノラウリン酸ポリオキシエチレンソルビタン
（Tween 20：和光，大阪）含有リン酸緩衝生理食塩水（PBST，pH 7.4）で 1：5000
に希釈したものを検体として用いた。炭酸ナトリウム緩衝液（pH 9.6）で 1：100
に希釈した P. gingivalis菌溶液を enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）プレー
ト（96 well ELISA microplate：Greiner Bio One，東京）に 100 µlずつ播種し，4 ˚C
で 24時間静置して固相化した。ELISAプレートを PBSTで 3回洗浄した後，検体
を 100 µlずつ添加した。37 ˚Cで 2時間静置した後，PBSTで 3回洗浄した。二次抗
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体として，PBSTで 1：500の割合で希釈したホースラディッシュ標識ヤギ抗マウス
IgG抗体（1 mg HRP/ml：GE Healthcare，Buckinghamshire，UK）を 100 µlずつ添加
して 37 ˚Cで 2時間静置した後，PBSTで 3回洗浄した。TMB ELISA Substrate High 
Sensitivity（abcam，Cambridge，UK）を 100 µlずつ添加して室温で 30分間静置し
た後，塩酸（1 mol/l，pH 1.0）を 50 µlずつ添加して反応を停止した。吸光度の測定
は，マイクロプレートリーダ （ーModel 680 Microplate Reader：Bio-Rad Laboratories，
Hercules，CA，USA）を用いて，405 nmの波長で行った。 
3. 歯周炎モデルマウスの歯周組織における組織学的解析 
1）computed tomography解析による歯槽骨吸収像と歯槽骨体積の検討 
各群から摘出した上顎骨を，小動物用マイクロ CT撮影装置（Skyscan1174：Bruker，
Kontic，BEL）を用いて 6 µmのスライス幅で撮影した。撮影によって得られた画像
を付属の解析ソフトウェア（再構成ソフト：NRecon，数値解析ソフト：CT An，三
次元サーフェースレンダリングソフト： CTVol，すべて Bruker）にて三次元構築し，
頬側面観および口蓋側面観の観察を行い，さらに，Chun ら 17)の方法を一部改変し
て上顎左側第 2 大臼歯の歯根を含む 50 枚の画像から歯槽骨の体積を計測した（図
1A）。 
2）病理組織学的解析による歯槽骨面積と破骨細胞数の検討 
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各群から摘出した上顎骨を，4 %パラホルムアルデヒド溶液（pH 7.4：ナカライ
テスク，京都）中で 1日間の組織固定を行った。脱灰のためエチレンジアミン四酢
酸（0.5 mol/l-EDTA溶液 pH 8.0：ナカライテスク）に 1週間浸漬し，組織固定用パ
ラフィンワックス（ティシュー・テックパラフィンワックスⅡ60，サクラファイン
テックジャパン，東京）で包埋をした。ミクロトーム（HM335E，MICROM，横浜）
にて作製した 3 µm厚の切片をコーティングアミノシランスライドガラス（松浪硝
子工業，東京）に載せ，キシレンを用いて脱パラフィンを行った後，無水エタノー
ルから 70 %エタノールにスライドガラスを浸漬させて再水和を行った。その後，
以下の染色法を用いて病理組織学的解析を行った。 
（1）ヘマトキシリン・エオジン染色 
作製したパラフィン切片を，通法に従ってヘマトキシリン・エオジン染色（和光）
を行った後，70 %から無水エタノールおよびキシレンにて脱水し，O-mount（GBI 
Labs，Bothell，WA，USA）を用いて封入した。その後，光学顕微鏡下（BZ-X700：
KEYENCE，大阪）にて組織像を観察した。さらに，付属の計測モジュールを用い
て歯槽骨の面積を計測した。計測範囲は，上顎左側第 2大臼歯口蓋根の歯髄腔に垂
直な根尖の高さから歯冠側に存在し，且つ口蓋側に存在する部分とした（図 1B）。
なお，歯槽骨面積の計測は各群 3匹ずつのマウスから作製した切片を無作為に 3枚
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選択して行った。 
（2）酒石酸耐性酸性フォスファターゼ（tartrateresistant acid phosphatase：TRAP）
染色 
作製したパラフィン切片を，通法に従って TRAP染色液（和光）を用いて染色を
行った後，O-mountを用いて封入した。その後，光学顕微鏡下にて組織像を観察し
た。上顎左側第 2大臼歯の口蓋側の歯槽骨表層に接した状態で存在し，且つ多核で
ある TRAP陽性を示す細胞を破骨細胞として，その細胞数を計測した。なお，破骨
細胞数の計測は各群 3 匹ずつのマウスから作製した切片を無作為に 3 枚選択して
行った。 
4. 歯周炎モデルマウスの歯周組織における分子イメージング解析 
1）炎症に関連する好中球の活性を分子マーカーとした分子イメージング解析 
歯周炎モデルマウスの歯周組織に対して，炎症に関連する好中球の活性を分子
マーカーとした分子イメージング解析を行った。分子プローブは，好中球に特異的
なミエロペルオキシダーゼ（MPO）活性の代謝産物と化学的に反応して，炎症部位
で発光する 18)XenoLight Rediject Inflammation Probe（PerkinElmer，MA，USA）を使
用した。XenoLight Rediject Inflammation Probe は 150 µlずつマウスの腹腔内に投与
した。発光量が最大になる発光基質の投与から 10 分後に過剰量のジエチルエーテ
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ルを吸入麻酔として使用して安楽死させ，直ちに上顎骨を摘出した。摘出した上顎
骨からの発光を，分子イメージング画像撮影装置（IVIS®Spectrum：PerkinElmer）
を用いて，発光基質の投与から 20分以内に撮影した。撮影にて得られた画
像を，分子イメージング画像解析ソフト（ Living image® software 
version4.4： PerkinElmer）を用いて解析した。発光画像の解析は，上顎
左側第 2 大臼歯周囲組織における最大発光強度の 50 %以上の発光強度
を示す部位を計測した。計測値は，計測部位における発光強度の平均値
および最大値を算出し，各群 3 匹ずつのマウスを比較して検討した。  
2）骨新生に関連するハイドロキシアパタイトを分子マーカーとした分子イメージ
ング解析 
歯周炎モデルマウスの歯周組織に対して，骨新生に関連するハイドロキシアパタ
イトを分子マーカーとした分子イメージング解析を行った。分子プローブは，ハイ
ドロキシアパタイト結合性リン酸化合物を組成として，新生骨に沈着したハイドロ
キシアパタイトに親和性を持つことで骨新生（代謝）部位に集積して蛍光する 19) 
Osteosense 750EX（PerkinElmer）を使用した。Osteosense 750EX は 40 nmol/mlの濃
度になるよう生理食塩水で希釈して，50 µl ずつマウスの腹腔内に投与した。蛍光
量が最大になる蛍光基質の投与から 24 時間後に摘出した上顎骨からの蛍光（励起
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波長：740 nm，蛍光波長：770~800 nm）を，分子イメージング画像撮影装置を用
いて撮影した。撮影にて得られた画像を，分子イメージング画像解析ソ
フトを用いて解析した。撮影した蛍光画像は，上顎骨全体における最大
蛍光強度の 50 %以上の蛍光強度を示す部位を計測した。計測値は，計
測部位における蛍光強度の平均値および最大値を算出し，歯周炎群とゾ
レドロン酸投与群 3 匹ずつのマウスを比較して検討した。  
5. 免疫蛍光組織染色による TGF-β1，Smad2，リン酸化 Smad2 発現の検討 
歯周炎群とゾレドロン酸投与群から摘出した上顎骨を，上記 3．2）と同様の方法
で組織固定，脱灰，パラフィン包埋し，切片を作製した。その後，脱パラフィンと
再水和を行い，免疫蛍光組織染色法を用いて解析した。一次抗体として，PBSで 1：
100 の濃度に希釈したウサギ抗 TGF-β1 抗体（ 100 µg/ml： SANTA CRUZ 
BIOTECHNOLOGY，Dallas，TX，USA），ウサギ抗 Smad2 抗体（Cell Signaling 
Technology，Beverly，MA，USA）とウサギ抗リン酸化 Smad2（P-Smad2）抗体（Cell 
Signaling Technology）を 4 ˚Cで 24時間反応させた。二次抗体として，Alexa Fluor® 
488ヤギ抗ウサギ IgG抗体（2 mg/ml，pH 7.5：Thermo Fisher Scientific，Waltham，
MA，USA）を PBSで 1：100の濃度に希釈した後に室温で 30分間反応させた。そ
の後，VECTASHIELD® Mounting Medium with DAPI（1.5 µg DAPI/ml：Vector 
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Laboratories，Burlingame，CA，USA）を用いて核の染色と封入を行い，染色した組
織を蛍光顕微鏡（DP70：OLYMPUS®，東京）下にて観察した。 
6. 統計処理 
全ての実験における有意差の検定には，Student's t-testを用いた。なお，p値が 0.05
以下をもって有意差ありと判定した。 
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結果 
1. 歯周炎モデルマウスにおける分子イメージング解析の有用性 
1）P. gingivalis に対する血清 IgG抗体価 
歯周炎群では P. gingivalisに対する血清 IgG抗体価は上昇した。しかし，グリチ
ルリチン酸投与群では P. gingivalisに対する血清 IgG抗体価の上昇は有意に抑制さ
れた（図 2）。 
2）組織学的解析 
CT 画像解析を行った結果，歯周炎群とグリチルリチン酸投与群では頬側面観と
口蓋側面観で上顎左側第 2大臼歯を中心に水平的な歯槽骨吸収像を呈しており，両
群で明らかな違いはなかった（図 3A）。また，歯槽骨吸収による骨体積の減少は，
歯周炎群と比較してグリチルリチン酸投与群において抑制される傾向を示した（図
3B）。 
病理組織学的解析の結果，歯槽骨吸収による骨面積の減少は，歯周炎群と比較し
てグリチルリチン酸投与群において有意に抑制された。（図 3C）また，歯槽骨表層
に発現した破骨細胞数は，歯周炎群と比較してグリチルリチン酸投与群において有
意に減少した（図 3D）。 
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3）分子イメージング解析 
MPO 活性を分子マーカーとした分子イメージング解析を行った結果，歯周炎群
とグリチルリチン酸投与群の上顎左側第 2大臼歯周囲組織で発光が検出された（図
4A，B）。また，発光強度の平均値と最大値は，歯周炎群と比較してグリチルリチ
ン酸投与群において有意に抑制された（図 4C）。 
2. ゾレドロン酸が歯周炎へ及ぼす影響 
1）組織学的解析 
CT 画像解析を行った結果，ゾレドロン酸投与群では頬側面観と口蓋側面観で上
顎左側第 2大臼歯の周囲に歯槽骨吸収像を呈していなかった（図 5A）。また，歯槽
骨吸収による骨体積の減少は，歯周炎群と比較してゾレドロン酸投与群において有
意に抑制された（図 5B）。 
病理組織学的解析を行った結果，歯槽骨吸収による骨面積の減少は，歯周炎群と
比較してゾレドロン酸投与群において有意に抑制された（図 5C）。また，歯槽骨表
層に発現した破骨細胞数は，歯周炎群と比較してゾレドロン酸投与群において有意
に減少した（図 5D）。さらに，ゾレドロン酸投与群では歯槽頂を覆う上皮組織が歯
周炎群と比較して菲薄であり，頬側には骨膜反応による骨新生がみられた（図 5E）。 
2）分子イメージング解析 
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MPO 活性を分子マーカーとした分子イメージング解析を行った結果，上顎左側
第 2大臼歯周囲組織で発光を検出した（図 6A）。また，発光強度の平均値と最大値
は，歯周炎群と比較してゾレドロン酸投与群において有意に抑制された（図 6B）。 
新生骨のハイドロキシアパタイトを分子マーカーとした分子イメージング解析
を行った結果，歯周炎群とゾレドロン酸投与群の歯周組織全体で蛍光を検出した
（図 7A）。また，蛍光強度の平均値と最大値は，歯周炎群と比較してゾレドロン酸
投与群において有意に高値を示した（図 7B）。 
3）免疫蛍光組織染色 
免疫蛍光組織染色解析を行った結果，歯周炎群では歯周組織において TGF-β1，
Smad2，P-Smad2 の発現は検出されなかった（図 8A，B）。しかし，ゾレドロン酸
投与群では骨組織と結合組織の介在部に一層存在する細胞に TGF-β1の発現が検出
され，骨組織に近接した結合組織内に散在する細胞に Smad2，P-Smad2の発現が検
出された（図 8C）。 
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考察 
これまで in vitroの BRONJに関する研究では，破骨細胞，骨芽細胞，上皮細胞，そ
して血管内皮細胞に対する BPの影響を個々に検討した報告が多い。しかし，歯周組
織において BRONJ が発症する機序は多岐にわたるため，個々の細胞を用いた研究か
ら病態を解明することは困難である。そこで本研究では，分子イメージングを用いた
解析を行い，ゾレドロン酸を投与した歯周炎モデルマウスの歯周組織における炎症と
骨新生の動態を調べた。その結果，ゾレドロン酸が歯周病原細菌の感染に起因した歯
周炎における炎症反応を抑制し，さらに，歯槽骨の新生を亢進することで BRONJ の
発症に関与することが示唆された。 
まず，歯周炎モデルマウスの歯周組織における炎症を，分子イメージング解析を用
いて可視化および定量化することができるかを調べた。本研究で，歯周炎モデルマウ
スに対して抗炎症薬として投与したグリチルリチン酸は，抗補体作用とホスホリパー
ゼ A2抑制作用によって，アラキドン酸の遊離とプロスタグランジンの産生を抑制し，
歯周組織の炎症に対して抗炎症効果を発揮する 14)。さらに，Sasakiら 20)はグリチルリ
チン酸の代謝産物である 18β-グリチルリチン酸が，歯周組織における炎症性サイトカ
インの分泌と破骨細胞の発現を抑制することで歯周炎の進行を抑制すると報告して
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いる。本研究においても，グリチルリチン酸投与群では P. gingivalisに対する血清 IgG
抗体価，破骨細胞の発現，そして歯槽骨の吸収が抑制された（図 2，3）。 
よって，歯周炎モデルマウスに対するグリチルリチン酸の投与は抗炎症効果を介して
歯周炎の進行を抑制すると考え，歯周炎群とグリチルリチン酸投与群の歯周組織に対
して MPO 活性を分子マーカーとした分子イメージング解析を行った。MPO 活性を
標的とする分子プローブである XenoLight Rediject Inflammation Probeは，劇症肝炎モ
デルマウスや爆傷による神経損傷モデルマウスにおける炎症をモニタリングするこ
とが可能であると報告されている 21，22)。歯周炎モデルマウスにおいても，歯周炎罹
患部位である上顎左側第 2大臼歯周囲組織で発光を検出したことから，in vivoでの分
子イメージング解析は歯周組織における炎症の部位を可視化することができた（図
4B）。さらに，歯周炎罹患部位での発光強度を比較すると，グリチルリチン酸投与群
での発光強度が有意に抑制されていたことから，in vivoでの分子イメージング解析は
歯周組織における炎症の程度を定量化することができると考えた（図 4C）。 
そこで次に，ゾレドロン酸の歯周炎に対する影響を調べた。2003年に BRONJが報
告される以前は，BPの強力な骨吸収抑制作用に着目して，BPを歯周炎の治療，また
は予防薬として応用する研究が行われていた 23)。2003年以降も，BPの種類や投与方
法を工夫することで，歯周炎の治療に BPを応用する試みが行われている 24)。本研究
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のゾレドロン酸投与群においても，歯周組織における活性化した破骨細胞の発現を減
少させて歯槽骨の吸収を抑制した（図 5）。すなわち，破骨-骨芽細胞間のカップリン
グ機構は停止し，骨芽細胞または前駆骨芽細胞の活性が低下していると考えられる 8)。
この所見に加えてさらに分子イメージング解析では，BP が歯周炎の炎症反応を抑制
することが明らかになった（図 6）。その機序として，BPが免疫機能を抑制すること
で免疫細胞の炎症巣への遊走が低下し，さらに血管新生を抑制することで炎症巣の血
流量が低下することが一因として考えられる 25)。すなわち，歯周炎，齲蝕，義歯性潰
瘍などの口腔内疾患，もしくは抜歯などの侵襲的歯科処置によって，口腔内細菌が骨
に感染して骨髄炎を発症した場合，BP は骨髄炎の治癒を遅延および慢性化させて
BRONJ を引き起こす可能性がある 26)。さらに，骨に蓄積された BP は疾患の進行と
侵襲的歯科処置によって骨外に放出され，上皮組織に対して作用することで創傷治癒
を遅延させて骨の露出を誘導する 27)。BRONJ を発症した骨組織では，ほとんどの骨
細胞が消失して骨が露出することが知られている 28)が，ゾレドロン酸投与群では骨細
胞は消失せず，骨組織は上皮組織で覆われていた。しかし，骨髄炎の初期段階で確認
される骨膜反応（皮質骨表層における骨添加）が頬側の骨組織でみられ，さらに骨組
織を覆う上皮組織が歯周炎群と比較して明らかに菲薄であることから（図 5E），ゾレ
ドロン酸を投与した歯周炎モデルマウスでは，BRONJ を発症するリスクが高くなる
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と考えられる。 
BPが破骨細胞に及ぼす影響は広く知られている 29)。しかし，骨芽細胞に対する BP
の影響には一定の見解がなく，in vitroにおいては骨芽細胞の増殖を抑制する報告 30）
と促進する報告 31)がある。いずれの報告でも，BP は骨芽細胞における TGF-β1 およ
び TGF-β1 のシグナル伝達物質である Smad2 の発現を増加させていた。本研究では，
in vivoモデルを用いて，ゾレドロン酸投与群では骨組織と結合組織の介在部に一層存
在する細胞において TGF-β1 が発現し, そのシグナル伝達物質である Smad2 と
P-Smad2が結合組織に散在する細胞において発現していた（図 8C）。さらに，新生骨
のハイドロキシアパタイトを分子マーカーとした分子イメージング解析においても，
歯周組織全体で骨新生が亢進していた（図 7）。これらの結果は，ゾレドロン酸が破骨
-骨芽細胞間のカップリング機構とは別に，骨芽細胞に直接作用して TGF-β1シグナル
を活性化させることで，骨新生を亢進することを示唆している（図 9A）。近年，BP
を長期投与された患者において，大腿骨での非定型骨折のリスクが増加すると報告さ
れており，これは骨の過度な硬化による微細な骨折が原因である考えられている 32)。
また，BRONJ を発症した患者の歯槽骨においても，同様の微細な骨折がみられたと
いう報告がある 33）。つまり，ゾレドロン酸は歯周組織において歯槽骨の新生を亢進す
ることで，骨を過度に硬化させている可能性がある。また，Ryan34)は BPを投与され
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た BRONJ 発症前の悪性腫瘍患者に対して，代謝が活発な骨組織に集積する
99mTc-methylene diphosphonate を分子プローブとして使用した positron emission 
tomography/computed tomography （PET/CT）検査（骨シンチグラフィー）で，66%の
患者の歯周組織に分子プローブが集積したと報告している。本研究における，新生骨
のハイドロキシアパタイトを分子マーカーとした分子イメージング解析の結果は，
Ryanの報告とも合致すると考える。 
In vivoの研究では，BPを長期に投与した実験動物に対して抜歯や，歯周炎の罹患
によって BRONJ様の疾患が発症することが報告されている 35)。しかし一方で，ゾレ
ドロン酸と同じ第三世代の BPであるアレンドロン酸の投与では，抜歯後の創傷治癒
過程に影響がなかったという報告もある 36)。興味深いことに，抗菌薬を持続的に投与
したマウスに対して抜歯を行っても BRONJは発症しない 37)。さらに，抜歯後の創部
を粘膜弁で丁寧に閉鎖した場合，BRONJ を発症する確率が低下する 38)。また，イン
プラントの埋入が原因で BRONJを発症した症例報告は非常に少ない 39)。インプラン
トと BRONJが関連する報告の多くは，口腔内細菌の感染に起因したインプラント周
囲炎の報告である 40)ことからも，BRONJ の発症には細菌感染が重要な因子であると
考えられる 41)。 
また，本研究で確立した歯周炎モデルマウスの分子イメージング解析は，これまで
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に歯周炎の検査方法として行われてきた検査では把握が困難であった，炎症の範囲と
程度を，分子イメージングによって正確に把握できる可能性を示唆している。Kito42)
と Shimamoto43) は ， 活 発 な 糖 代 謝 が 行 わ れ て い る 組 織 に 集 積 す る
18F-Fluorodeoxyglucoseを分子プローブとして使用した PET/CT検査で，歯周組織にお
ける炎症の範囲と程度を把握できる可能性を示唆した。よって今後は，本研究で確立
したモデルをより詳細に検討していくことが，分子イメージングを口腔内の炎症性疾
患に対する新たな検査方法として応用するための一助になると考える。 
以上から本研究では，歯周炎モデルマウスに対して分子イメージングを用いた解析
を行うことによって，ゾレドロン酸が本来の作用とおりに破骨細胞数を減少させて歯
槽骨の吸収を抑制したが（図 5），歯周炎の炎症反応を抑制し（図 6），一方で歯槽骨
の新生を亢進している（図 7）ことが分かった。そして，歯槽骨の新生は TGF-β1 シ
グナル系の活性化を介して行われている可能性がある（図 8）ことが分かった。これ
らを合わせて BRONJの発症を考えると，歯周病患者に対するゾレドロン酸の投与は，
歯周組織における好中球の MPO 活性（図 6）と血管新生を抑制する 25)ことで炎症反
応を抑制し，さらに歯肉上皮の菲薄化を来し（図 5E），結果として深部の骨組織への
細菌感染および骨髄炎の発症を助長する。また，ゾレドロン酸は期待される本来の作
用によって歯周炎による歯槽骨の吸収を抑制するとともに，TGF-β1 シグナル系の活
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性化によって歯槽骨の新生を亢進し（図 7，8），これら２つの作用が重なって骨の過
度な硬化を原因とした微細な骨折を招く（図 9B）。 
今後は，これまでに蓄積された in vitro での報告を，分子イメージング解析を用い
て in vivoで検討することによって， BRONJの病態解明と治療方法の確立へと繋がっ
ていくと考える。 
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結論 
ゾレドロン酸は細菌感染に起因した歯周炎において炎症反応を抑制し，さらに，歯
槽骨の新生を亢進する。 
また，ゾレドロン酸による歯槽骨の新生の亢進には，TGF-βシグナルが関与してい
る可能性がある。 
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図の説明 
図 1．歯槽骨体積と歯槽骨面積の測定部位 
（A）CT解析による歯槽骨体積の測定部位，（B）組織学的解析による歯槽骨面積の
測定部位（スケールバー：500 µm） 
 
図 2．Porphyromonas gingivalis に対する血清 IgG 抗体価 
歯周炎群とグリチルリチン酸投与群から採取した血清を用いて，P. gingivalisに対す
る血清 IgG抗体価を ELISA法によって測定した。 
図は各群 3匹ずつから得られた実験結果の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を
示す。*：p <0.05，Student's t-test 
 
図 3．グリチルリチン酸を投与した歯周炎モデルマウスの組織学的解析 
歯周炎群とグリチルリチン酸投与群から摘出した上顎を用いて，歯槽骨吸収像と歯
槽骨体積を CT解析によって測定し，歯槽骨面積と破骨細胞の発現を病理組織学的解
析によって測定した。（A）歯槽骨吸収像，（B）歯槽骨体積，（C）歯槽骨面積，（D）
破骨細胞数 
（A）は各群 3匹ずつから得られた実験結果の代表例を示す。 
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（B），（C），（D）は各群 3匹ずつから得られた実験結果の平均値を示し，エラーバー
は標準偏差を示す。*：p <0.05，Student's t-test 
 
図 4．分子イメージング解析による歯周炎モデルマウスにおける炎症の検出 
歯周炎群とグリチルリチン酸投与群の歯周組織に対して MPO活性を分子マーカー
とした分子イメージング解析を行った。撮影した分子イメージング画像から解析ソフ
トを用いて放射線輝度を測定した。（A）歯周炎モデルマウスの上顎（黒矢印：歯周炎
罹患部位），（B）分子イメーイング画像，（C）放射線輝度 
（A）（B）は各群 3匹ずつから得られた実験結果の代表例を示す。（スケールバー：
2 mm） 
（C）は各群 3匹ずつから得られた実験結果の平均値を示し，エラーバーは標準偏
差を示す。*：p <0.05，Student's t-test 
 
図 5．ゾレドロン酸を投与した歯周炎モデルマウスの組織学的解析 
歯周炎群とゾレドロン酸投与群から摘出した上顎を用いて，歯槽骨吸収像と歯槽骨
体積をマイクロ CT解析によって測定した。さらに，歯槽骨面積と破骨細胞の発現を
病理組織学的解析によって測定した。（A）歯槽骨吸収像，（B）歯槽骨体積，（C）歯
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槽骨面積，（D）破骨細胞数，（E）ヘマトキシリン・エオジン染色像（a，b：低倍率
像，スケールバー：500 µm，黒実線枠：拡大部位）（c，d：高倍率像，スケールバー：
100 µm，黒矢印：歯槽頂を覆う上皮組織）（e，f：高倍率像，スケールバー：100 µm，
黒矢印：骨膜反応による骨の添加） 
（A），（E）は各群 3匹ずつから得られた実験結果の代表例を示す。 
（B），（C），（D）は各群 3匹ずつから得られた実験結果の平均値を示し，エラーバー
は標準偏差を示す。*：p <0.05，Student's t-test 
歯周炎群の実験結果は図 3と同様のものを示す。 
 
図 6．ゾレドロン酸を投与した歯周炎モデルマウスの歯周組織における炎症の動態 
歯周炎群とゾレドロン酸投与群の歯周組織に対して MPO活性を分子マーカーとし
た分子イメージング解析を行った。撮影した分子イメージング画像から解析ソフトを
用いて放射線輝度を測定した。（A）分子イメージング画像，（B）放射線輝度 
（A）は各群 3匹ずつから得られた実験結果の代表例を示す。（スケールバ ：ー2 mm） 
（B）は各群 3匹ずつから得られた実験結果の平均値を示し，エラーバーは標準偏
差を示す。*：p <0.05，Student's t-test 
歯周炎群の実験結果は図 4と同様のものを示す。 
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図 7．ゾレドロン酸を投与した歯周炎モデルマウスの歯周組織における骨新生の動態 
歯周炎群とゾレドロン酸投与群の歯周組織に対して新生骨のハイドロキシアパタ
イトを分子マーカーとした分子イメージング解析を行った。撮影した分子イメージン
グ画像から解析ソフトを用いて放射線輝度効率を測定した。（A）分子イメージング画
像，（B）放射線輝度効率 
（A）は各群 3匹ずつから得られた実験結果の代表例を示す。（スケールバ ：ー2 mm） 
（B）は各群 3匹ずつから得られた実験結果の平均値を示し，エラーバーは標準偏
差を示す。*：p <0.05，Student's t-test 
 
図 8．ゾレドロン酸を投与した歯周炎モデルマウスの歯周組織における TGF-β1，
Smad2，そして P-Smad2 の免疫蛍光染色像 
歯周炎群とゾレドロン酸投与群から摘出した上顎の組織切片における蛍光標識し
た DAPI および TGF-β1，Smad2，P-Smad2 の発現と，それらの重ね合わせ像を示す。
（A）拡大部位，（B）歯周炎群，（C）ゾレドロン酸投与群 
（B），（C）は各群 3匹ずつから得られた実験結果の代表例を示す。（左：DAPI，中
央：上から TGF-β1，Smad2，P-Smad2，右：重ね合わせ像，B：bone，CT：connective 
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tissue，スケールバー：5 µm） 
 
図 9．ゾレドロン酸が歯周炎に及ぼす影響 
（A）ゾレドロン酸が歯周組織の骨代謝に及ぼす影響のメカニズム（黒枠：本研究
で新たに示唆された部分）；ゾレドロン酸は歯周組織における破骨細胞の活性を抑制
することで，骨基質に蓄積された TGF-β1の放出を阻害する。一方で，本研究ではゾ
レドロン酸が骨芽細胞に作用して TGF-β1の発現を増加させることで，結合組織にお
ける前駆骨芽細胞の遊走と増殖を誘導し，歯槽骨の骨新生を亢進させる可能性がある。 
（B）本研究から考察される歯周炎における BRONJ 発症のメカニズム：ゾレドロ
ン酸は，歯周組織における好中球の MPO活性と血管新生を抑制することで炎症反応
を抑制する。さらに，歯肉上皮の菲薄化を来して深部の骨組織への細菌感染および骨
髄炎の発症を助長する（黒枠 1）。また，ゾレドロン酸は期待される本来の作用によっ
て歯周炎による歯槽骨吸収を抑制するとともに，TGF-β1 シグナル系の活性化によっ
て歯槽骨新生を亢進し，骨の過度な硬化を原因とした微細な骨折を招く（黒枠 2）。 
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